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Résumeé

Résumé

La contamination des eaux usées par des pesticides attire de plus en plus l'attention. Les
cyanobactéries, qui sont d'importantes microalgues procaryotes, sont largement distribuées dans
différents environnements aquatiques et presentent les avantages d'une culture simple et d'un taux
de croissance rapide. Cependant, les études sur la toxicité des pesticides pour les cyanobactéries
sont rares. Dans cette étude, le fongicide Belt (BLT) et Spirulinaplatensis ont été sélectionnés
respectivement comme pesticides et cyanobactéries modéles. Le BLT (10-30 ug/L) a eu des effets
toxiques sur S. platensis, montrant une inhibition de croissance maximale a 30 ug/L apres 4 jours de
culture. Le fongicide a provoqué un stress oxydatif chez S. platensis, comme en témoigne une
augmentation significative des teneurs en peroxyde dhydrogene (H,O;) et en peroxydation
lipidique. S. platensis a montré une tendance a la baisse dans l'augmentation des activités de
I'ascorbate peroxydase, de la catalase et du glutathion-S-transférase, tandis que les activités de la
peroxydase ont diminué. La teneur en chlorophylles, protéines et glucides a diminué, mais la teneur
en lipides a augmenté. Ces résultats ont indiqué que le BLT ou d'autres pesticides provenant des

eaux usées pourraient affecter la croissance de S. platensis.

Mots clés : Cyanobactéries, Arthrospiraplatensis, Fongicide, Stress oxydatif, Biocomposan.



Résumé

Abstract

Contamination of wastewater with pesticide has attracted increasing attention.
Cyanobacteria, which are important prokaryotic microalgae, are widely distributed in different
water environments, and have the advantages of simple culture and a fast growth rate. However,
studies on the toxicity of pesticides to cyanobacteria are scarce. In this study, the fungicide Belt
(BLT) and Spirulina platensis were selected as model pesticides and cyanobacteria, respectively.
BLT (10- 30 pg/L) had toxicity effects on S. platensis, showing maximal growth inhibition at
30ug/L after 4 days of cultivation. The fungicide caused oxidative stress in S. platensis, as
demonstrated by a significant rise in the contents of hydrogen peroxide (HO;) and Lipid
peroxidation. S. platensis showed a decreasing trend in increasing ascorbate peroxidase, catalase,
and glutathione-S-transferase activities, while a peroxidase activity was decreased. The content of
chlorophylls, proteins, and carbohydrates were decreased, but lipids content was increased. These

findings indicated that BLT or other pesticides from wastewater could affect S. platensis growth.

Keywords: Cyanobacteria, Arthrospira platensis, Fungicide, Oxidative stress,

Biocomponent.
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Introduction général
Depuis le début de la « révolution verte » mondiale dans les années 1960, 1’agriculture

est devenue une tache commerciale pour poursuivre I’utilisation de variétés de culture a haut
rendement grace a 1’apport constant d’engrais chimiques et de pesticide. Les pesticides sont
considérés, comme un facteur clé dans I’amélioration du rendement des cultures. L’utilisation
aveugle de pesticide représente un grand danger pour les organismes bénéfiques non cibles,

notamment (les cyanobactéries).

La pollution aux pesticides est un probléme mondial croissant qui suscite de graves
préoccupations en raison de ses conséquences sur les écosystemes aquatiques et la santé
publique. La libération des pesticides dans I'environnement, souvent issue des ruissellements
agricoles, des stations d'épuration des eaux usées et de 1’activité agricole, peut entrainer le

développement de bactéries résistantes aux antibiotiques et perturber I'équilibre écologique.

Les cyanobactéries tolerent dives stress qui seront soit ‘biotiques’ soit ‘abiotique’ et
ont contribué a des avantages par rapport a différents concurrents dans leur habitat. Ils sont
signalés comme tres résistants aux conditions environnementales défavorables telles que :
I’exposition aux pesticides, la pollution, I’intensité lumineuse, etc ; donc ils poussent dans

tous sortes d’environnements aquatiques et terrestres.

Les pesticides comme Belt sont rejetés dans 1’environnement et pénétre ainsi dans la
masse d’eau par ruissellement et affecte les écosystémes aquatiques, et la toxicité de ces
produits chimiques sur les microbes comme les cyanobactéries, la formation d’espéces
réactives de I’oxygeéne chez les cyanobactéries en interrompant le flux d’électrons dans la
photosynthése. Parallelement a la formation d’espéces réactives de 1’oxygéne, 1’induction
d’enzymes antioxydants, notamment la peroxydase, la glutathion-S-transférase et la catalase,
et des molécules non enzymatiques telles que la proline, les protéines non protéiques, les
thiols, etc. Sont essentiels pour maintenue un niveau compatible d’espéces réactives de
I’oxygeéne dans le systéeme cellulaire. Lorsque 1’équilibre entre lesespeces réactives de
I’oxygeéne et les antioxydants est perturbé il en résulte un stress oxydatif entrainant des

rendements de croissance laisses.

Dans cette étude, I’'impact de fongicide Belt sur la cyanobactérie a été évalué en

étudiant la :

+ Réponse des croissances de cyanobactéries sélectionnées exposées a de fongicide a été

analysées.
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+ Processus physiologiques et biochimiques importants tels que la photosynthése
(pigments), nécessaires pour favorisant la croissance des cyanobactéries ont également

été analyses.
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Chapitre | : Généralité des cyanobactéries

I .1 Cyanobactérie

I .1.1 Définition de Cyanobactérie
Les cyanobactéries également appelées (algues ou bactéries bleu-vert) (Demay et al.,

2021 ; Perry et al., 2002; J. Zhang et al., 2021), et apparues il y a prés 3,5 milliards d’années
(Huang & Zimba, 2019). Ils sont naturellement présents dans tous les milieux terrestres et
aquatiques (eaux douces et marines) et sont la source d'oxygéne atmosphérique et la base du
réseau trophique. Les cyanobactéries sont des micro-organismes aquatique non observer par
lI'eeil nu (Algerienne et al., 2020 ; Moreira et al., 2019) et sont des bactéries capables de
réaliser la photosynthese (Lévesque et al., 2017; Nguyen-Deroche et al., 2012 ; Demay et al.,
2021 ; toxicologie et al., 2010). Ces organismes photo autotrophes(Bensaci; Koricgi., 2020 ;
Rastogi, 2021 ; Ortega-ramos, 2015 ; Tambosi, 2021 ; Zakaria et al., 2020 ; Naturelle, 2017
:Shinde, 2021). Qui ont une longue histoire d'adaptation qui survit a tous les changements qui

se produisent dans les écosystemes (Université et al. 2021).

Les cyanobactéries présentent une grande diversité morphologique. Ils peuvent étre
soit solitaires (unicellulaires) soit en colonies, soit organisés en trichomes (sans gaine) ou en
filaments (avec gaine) (Toxicologie et al., 2018). Les différentes especes de cyanobactéries
sont genéralement identifiées par leurs caractéristiques morphologiques telles que la longueur
et la largeur des cellules, la couleur, la forme de l'apex, l'emplacement des granules, la
présence de la gaine, la couleur de la gaine, etc. Les conditions environnementales
contiennent des caractéristiques importantes pour distinguer les différents genres de
cyanobactéries. Présence d'hétérocystes, qui sont des cellules murées (a paroi) et transparentes
capables de fixer I'azote atmosphérique (Rastogi, 2021; Baron-Sola et al., 2021). lls ont la
particularité de pouvoir coloniser rapidement un milieu lorsque les conditions
environnementales sont favorables (température supérieure a 20°C, eau stagnante, luminosité
modérée a élever, forte concentration de nutriments, en particulier de phosphore, principal
facteur de développement) (Amrani, 2016). Comme toutes les plantes et les algues, les
cyanobactéries synthétisent le pigment verdatre Chlorophylle o, nécessaire a la réalisation de
la photosynthése (Naturelle, 2017). La plupart des cyanobactéries produisent également les
pigments bleutés phycobiline et phycocyanine, qui font apparaitre les cyanobactéries bleu-
vert, et donc elles sont souvent appelées algues bleu-vert, forment un phylum trés ancien (J.
Zhang et al., 2021 ; J. Zhang et al., 2021; Demoulin et al., 2019 ;Tamamizu & Kumazaki,
2019 ;Dormoy-Boulanger, 2021 ; J. Zhang et al., 2021 ; Demailly, 2020). De nos jours, les
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cyanobactéries jouent encore un rdle crucial dans la production primaire photosynthétique et

la fixation d'azote dans divers écosystemes (Zyszka-Haberecht et al., 2019).

CELL WALL
GAS VACUOLE
PHYCOBILISOME

053005 S \\\\\\\
X & \'&\\\ DNA
3%;},/}}‘ CARBOXYSOME
A RIBOSOMES
: //;/ CYANOPHYCIN

=
THYLACOID
SHEATH

Figure 1:Anatomie de la cellule de cyanobactérie (BojadzijaSavic, 2019).

I.1.2Taxonomie de Cyanobactérie

Les cyanobacteéries sont trés diverses et se comportent en 03 Ordres : Chrocooccales,

Chemesphonales, Hormagomales, et contiennent : 145 genres et 1300 especes. Il existe

plusieurs des principales classifications ; « 6 sections » (Kammerscheit, 2021).

Tableau 1: Une premiére classification taxonomique. lls proposaient alors une classification

en 6 sections principales (Dutheil&Synechocystis, 2014 ; Asselman, 2014 ; Pau et al. 2022)

Sectionl  Les forme unicellulaire, cogue ou bacille
Chrocooccales
Section Il Les forme unicellulaire ou en agrégat non
Pleurocapsules  filamenteuse, par de paroi externe partages ou
une matrice gélatineuse
Section Il Les forme filamenteuse non ne forme pas
Oscillatoniales  hétérocystes
Section Les Nostocales forme filamenteuse de largeur égale a
v hétérocystes
Section V' LesRivulariales forme filamenteuse de largeur variable a
hétérocystes
Section Les forme filamenteuse branchés a hétérocystes
VI Stignonematales
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Synechocystis sp.PCC6803 Nostoc punctiforme

Lyngbya spp.

Calothrix spp.

-

Anabaena variabilis Microcystis aeruginosa

\li':‘

Figure 2 : Principaux genres de cyanobactéries formant des fleurs d'eau (Dutheil, 2013).

1.2 Distribution de cyanobactérie
En milieu aquatique, les cyanobactéries sont dites planctoniques ou pélagiques, si elles

proliférent en suspension dans la colonne d’eau, ou benthiques si elles sont attachées a un
substrat. Grace a leur grande capacité d’adaptation, les cyanobactéries colonisent la plupart
des écosystémes terrestres et aquatiques d’eaux douce et salée. Certaines espéces sont
adaptées a des conditions extrémes, proliférant par exemple dans la glace, les sources

thermales, les eaux ferrugineuses et les pH extrémes (Lavoie et al., 2007).

1.3 Photosyntheses de cyanobactérie

1.3.1 Définition de photosynthese et phototrophe

La photosynthése est un mécanisme biologique le plus ancien et le plus important pour
convertir I'énergie solaire en énergie chimique nécessaire a I'ensemble de I'écosystéme végétal
Ce terme(Ortega-ramos, 2015). Fait référence a la capacité de certains organismes a utiliser
I'énergie lumineuse pour assimiler le carbone inorganique, tel que le dioxyde de carbone
atmosphérique ou ses différentes formes dissoutes pour les organismes aquatiques, et le
convertir en matiere organique, tout en libérant de l'oxygéne (Dutheil & Synechocystis,
2014). Les micro algues utilisent la lumiere du soleil pour fixer le CO, de I'atmosphére par la
photosynthése (Rambaldo et al., 2022). Et permettent la production biologique comme le
nitrate, la respiration aérobie et la dénitrification. (Perry et al., 2002). Chez ces
microorganismes, la photosynthése a lieu dans les chloroplastes, plus précisément au niveau
des membranes des thylakoides, a I'interface du lumen et du stroma (Tamamizu & Kumazaki,
2019). C'est la que se trouvent les complexes pigmentaires a la base du processus
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photosynthétique. En effet, I'énergie lumineuse est captée par ces pigments et ensuite
transférée aux photosystemes Il (PSII) et | (PSI), qui convertissent cette énergie lumineuse en
potentiel d'oxydoréduction, permettant ainsi la synthése des molécules (Khider et al., 2021;
Boutray et al., 2018).

Thylakoide

Membrane thylakoidal
Lumen pH bas

Enveloppe du chloroplaste
Membrane externe

Lamelle Stroma pH haut

Espace intermembranaire
Membrane interne

Anneau
d'ADN

Ribosome

Gouttelette
lipidique
Grain d'amidon

pH haute

Thylakoide

Figure 3: Schéma d’un chloroplaste (Gaignard,2022) .

Le bilan global de la photosynthése peut étre résumé par la réduction de 6 molécules

de CO, par 12 molécules de H,O grace a I'énergie lumineuse :

6 CO;, + 12 H,0 + lumiére — CgH;206 + 6 O, + 6 H,O
Cette conversion de I'énergie lumineuse en énergie chimique ou biochimique se décompose
en deux phases distinctes liées par des intermédiaires communs : la phase claire (ou
lumineuse, ou photochimique) et la phase sombre (ou obscure, ou biochimique). Ces phases
réactionnelles se déroulent au sein du chloroplaste de la microalgues(Gaignard,2022).
—o{ B e

= Photosystera T
{Thermosyrechococcus
elongatus)

Figure 4 : Les complexes photosynthétiques et la chaine de transport d’électrons (Confalonieri et al. 2018).
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1.4 Métabolisme de cyanobactérie

1.4.1Définition
Le métabolisme est un ensemble de processus complexes qui transforment la matiere

et I'énergie par les cellules ou par lI'organisme (Kammerscheit, 2021).

1.4.2 Différents types trophiques
Pour vivre, les organismes doivent donc extraire de I'énergie de l'environnement et la

convertir en énergie compatible avec leurs capacités métaboliques (= source d'énergie). Ils
doivent également trouver dans leur environnement des composés donneurs délectrons (=
source d'électrons) et prendre les précurseurs nécessaires pour développer leur propre matiére
(= source de carbone). Selon la nature de ces 3 sources, on distingue différents types
trophiques comme le montre le tableau 3. Selon ce tableau, les cyanobactéries sont des
organismes Photolithoautotrophe et possedent donc les éléments suivants : source d'énergie :
lumiere, captée lors de la phase photochimique de la photosynthése, source d'électrons : eau,
oxydee en O, lors de cette méme phase de photosynthése, source de carbone : CO,, assimilé

lors de la phase non photochimique de la photosynthese.

Tableau 2: Les différents types trophiques de cyanobactérie (Kammerscheit, 2021)

Source Source Source de Type trophique Exemple

d‘énergie  d‘électrons carbone

Lumiére Inorganique  Minérale Photolithoautotrophe Algues, bactéries
Photo- -litho- (COy) - photosynthétiques
autotrophe sulfureuses

(pourpre-verte)

&cyanobactéries

5- Les différent stress pour cyanobactérie

1.5 Définition de stress
La cyanobactérie qui vie dans la condition normale et naturelle dans ce cas pas des

stress sur la cellule de cyanobactérie c-a-dire toutes les conditions sont favorable telle que :
température, la lumiére, nutriment, mais dans le cas il y a une condition anormale et n’est pas

naturels pour la cyanobactérie donc se cas qui appelée (stress sur la cyanobactérie) ci-t-a-dire
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il y a modification de conduction environnementales telle que (la variation de température)
(Kammerscheit, 2021).

Il existe plusieurs types de stress, on distingue = stress biotique : " compétition avec
d'autres organismes ", stress abiotique : qui se décompose en deux parties : stress physique : "
stress léger, thermique ", stress chimique : " stress oxydatif, métallique " (Kammerscheit,
2021).

1.5.1 Les stress auxquels les cyanobactéries confrontées
Il existe différents types de stress auxquels les cyanobactéries sont naturellement et

fréquemment confrontées : (cas anormaux de condition = stress pour la cyanobactérie)
(Kammerscheit, 2021).

1.5.1.1 stress photo-oxydant

A l'instant ou la cyanobactérie réalise la photosynthese et libere, donc du dioxygene
qui peut se recombiner avec I'électron en exces, cette action qui se fait en cas (d'exces de
lumiere) et qui forme aussi des "espéces réactives de l'oxygene" (ERO) ou (ROS) pour
"especes réactives de I'oxygene”, donc les stress sont : le stress lumineux et le stress oxydatif,
c'est a dire (la lumiére est trés forte) et le ROS qui donne le stress oxydatif (Kammerscheit,
2021).

1.5.1.2 Stress métallique

Les métaux jouent un rdle biologique : sont pressants en faible concentration et
nécessaires a la croissance des cyanobactéries (conditions favorables). La concentration plus
élevée de métaux, qui peuvent devenir toxiques. lls altérent les fonctions cellulaires et
générent souvent un stress oxydatif, donc qui les nomme par : Stress métallique (condition
défavorable)(Kammerscheit, 2021).

1.5.1.3 stress thermique
La grande variation de température dans leur habitat de cyanobactéries. (Température
1) (Kammerscheit, 2021).

1.5.1.4 stress métabolique

Dans le cas ou il existe des souches de cyanobactéries hétérotrophes facultatives, c'est-
a-dire possédant la capacité de se développer en fonction du glucose comme source de
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carbone et dénergie (de la présence a l'absence de lumiere), dans ce dernier cas la «
mixotrophie » : (glucose + lumiere) qui induit (stress oxydatif). Dans le cas de la synthése
métabolique endogene toxique qui implique la carbonylation de protéines telles que : le «
méthylglyoxal » qui synthétise ces derniéres par deux voies métaboliques = (catabolisme du

glucose + photosynthese), qui provoque (stress oxydatif ) (Kammerscheit, 2021).

1.5.1.5 Stress xénobiotique

La présence d'une molécule étrangere a la physiologie de la cyanobactérie qui se
nomme : 'xénobiotique' c'est-a-dire que la molécule n'est pas endogéne, c'est une molécule
exogéne a la physiologie de la cyanobactérie. Par exemple : les terpénes qui sont synthétisés
par la cyanobactérie génétiqguement modifiée (dans le cas de la cyanobactérie qui habite les

polluants)(Kammerscheit, 2021).

1.5.2 Les différentes sources de stress chez les cyanobactéries

1.5.2.1 Le stress oxydant

Les espéces réactives de l'oxygéne (ERO) sont des sous-produits du métabolisme
aérobie et de puissants agents qui causent des dommages oxydatifs. Dans les organismes
photosynthétiques oxygenés tels que cyanobactéries, les ERO sont inévitablement générés par
le transport photosynthétique des électrons, surtout lorsque l'intensité du transport d'électrons
entrainé par la lumiere dépasse le taux de consommation d'¢électrons lors de la fixation du
CO,. Parce que les cyanobactéries dans leur état naturel I'nabitat sont souvent exposés a des
conditions externes changeantes, telles que fluctuations des intensités lumineuses, leur
capacité a percevoir les ERO et a initier rapidement défenses antioxydants est cruciale pour
leur survie (Latifi et al., 2009).

1.5.2.1.1 Les différentes espéces réactives de I’oxygéne (ERO)
Les ERO qui sont présents dans notre atmosphére (Azone, O3) ou qui sont générés par

la «photosynthése », la «respiration » et le « métabolisme ». Les ERO correspondent a
plusieurs états d'oxydation de I'oxygene. Il est agité par : anion superoxyde (O;"), peroxyde

d'hydrogéne H,0, , radical hydroxyle (OH), oxygéne singulet (*0,) (Barén-Sola et al., 2021).

1.5.2.1.2 Les différentes sources des ERO

i. Les ERO exogenes
Soit physiquement : rayonnements (rayons alpha, béta, gamma et rayonnement

lumineux UV), Soit chimiquement : « agent chimique oxydant » utilisé en laboratoire, «
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composés chimiques » tels que : (alcool, aromatique, pesticide), Soit par certains oxydes
métalliques : "le sélénium"” qui induit des strass oxydants, Ou par voie biologique, le

phytoplancton : c'est une source importante (Kammerscheit, 2021).

ii. Les ERO endogénes genérés par la photosynthese
En présence de fortes (intensités lumineuses) qui induit la production d'ERO qui

s'associe au transfert d'électrons dans le PSII (Kammerscheit, 2021).

1.5.2.1.3 Les différentes conséquences d’ERO a I’échelle moléculaire et cellulaire
Dans le cas du systeme de défense « antioxydant » faible et du stress élevé donc :

I'ERO qui provoque des effets directs sur les constituants cellulaires tels que : effets de 'ERO
sur I'ADN, les protéines et les lipides...etc.(Kammerscheit, 2021).
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Les Pesticide

Il .1 Généralité
Le mot "pesticide"”, terme générique dérivé des termes latins "caedere" (tuer) et «

pestis » (fléau), qui a été incorporé dans la langue anglaise dans les années 1940 puis dans la
langue francaise a la fin des années 1950, est utilisée a la fois dans le langage courant et
scientifique (Di Cesare, 2018). Le terme "pesticides" représente toute substance naturelle ou
synthétique, ou c'est un mélange de substances utilisées pour éliminer, lutter ou diminuée tout
étre vivant nuisible a l'agriculture(Teklu et al., 2023 ; Asmaa, 2017). Les pesticides sont
utilisés partout sous en grande quantité pour protéger les cultures contre les ravageurs et les
mauvaises herbes et utilisés & grande échelle a travers le monde pour lutter contre les
"champignons” et les "insectes”, donc les pesticides en général comme fongicides,
insecticides, herbicides, bactéricides, etc.»(Padhy, 1985 ; Weiss et al., 2023 ; AKPO et al.,
2016). Ces produits chimigues ont également des effets néfastes sur I'environnement comme
la détérioration des écosystemes aquatiques, il existe plusieurs pesticides qui agissent comme
des perturbateurs endocriniens. (Arévalo-Cortes et al., 2022; Kasprzyk-Hordern et al., 2023).
Les pesticides présents dans différents écosystémes environnementaux ou en particulier dans
les sols présentent certaines caractéristiques telles qu'une lipophile élevée, une

bioaccumulation et une longue demi-vie. (Ibtissem, 2020)

Il .2 Classification

Ces substances qui peuvent étre classés en plusieurs groupes selon plusieurs
critéres :I’origine des pesticides / famille chimique , la nature de la cible (Ibtissem, 2020).

Selon la formulation (Bagayogo et al.2020).
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Pesticides
i v y
Repellents Fumigants Pre/post emergent Non-systemic Systemic

Figure 5 : Classification des pesticides (Bilal et al. 2019).

I1.2.1 Selon les propriétés chimiques
Trois catégories sont distinguées : les pesticides organiques, organométalliques et

inorganiques (Aislabie & Lloyd-Jones, 1995).

I1.2.1 Les pesticides organiques
Ce sont des produits carbonés synthétiques ou naturels, 1l est d'origine animale ou

végétale ou microbienne comme les "organochlorés, organophosphorés, carbamates...etc"...
On les retrouve en grand nombre. Ils possédent un squelette carboné et appartiennent a des
familles chimiques différentes selon les atomes constituant la structure de base de la molécule

et les fonctions chimiques qui lui sont associées (Ibtissem, 2020).

11.2.1.1 Les organochlorés (OCPS)
Les organochlorés sont des produits chimiques stables qui sont tres persistants dans

I'environnement. Ce sont des molécules chimiques de nature lipophile (Hassaan&Nemr,
2020). Les pesticides organochlorés (OCPS) sont utilisés dans le monde entier pour lutter
contre les ravageurs agricoles (Ben et al. 2021). Ont été largement utilisés dans les secteurs de
I'agriculture et de la santé (Sultan et al. 2023). Les organochlorés sont souvent extrémement
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toxiques pour des nombreux animaux et plantes autres que les insectes cibles, comme le
phytoplancton (Egbe et al., 2021 ; Idowu et al., 2022).

I1.2.1.2 Les organophosphorés (OP)
Les composés organophosphorés (OP) sont une classe vaste et diversifiée de produits

chimiques caractérisés comme des stress de l'acide phosphorique et de ses dérivés avec
diverses combinaisons de carbone, d'oxygene et de soufre ou avec de I'azote attaché (Ore et
al., 2023; Martinez-Aguilar et al., 2018 ; Samare et al., 2020 Mangas et al., 2017).Un

organophosphoreé pesticide huit fois plus toxique (Baldissera et al., 2021).

I1.2.1.3 Les carbamates
Certains composés sont des dérivés organiques de l'acide diméthyl N-méthyl

carbamique et sont utilisés comme herbicides, insecticides, nématicides et fongicides et sont
appelés carbamates. La toxicité des composés carbamates varie selon la “structure
moléculaire”. La durée de vie de ces composes chimiques est plus courte que celle des

organophosphoreés et des organochlorés (Hassaan&Nemr, 2020).

I1.2.1.4 Les pyréthroides de synthéese
Ce sont des dérivés de la molécule pyréthrine, présente dans la fleur de pyréthre, qui

possédent une activité insecticide (Hassaan & EI Nemr, 2020).

I1.2.2 Les pesticides organo- métalliques
Ce sont des fongicides dont la molécule est constituée, par exemple, d'un métal tel que

le zinc ou le manganese, associé a un anion organique de dithiocarbamate(Ibtissem, 2020).

I1.2.3 Les pesticides inorganiques
Ce sont des éléments chimiques présents en petite quantité qui ne se dégradent pas. lls

ne contiennent pas de carbone dans leur structure et dérivent de composés minéraux stables

dans le milieu naturel, tels que le soufre et le cuivre (Ibtissem, 2020).

Il .2.4 Les biopesticides
Ce sont des substances dérivées de plantes ou danimaux. Elles peuvent étre

constituées d'organismes tels que : les moisissures, les bactéries, les virus, les nématodes
(Ibtissem, 2020).

Tableau 3 : Quelques structures chimiques caractéristiques de certaines familles de pesticides

Famille chimique Exemple de pesticides
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11 .2.2Selon les organismes vivants ciblés

I1.2.2.1 Les insecticides
Ce sont les pesticides les plus couramment utilisés en Algérie. Ils sont destinés a

éliminer les insectes nuisibles (Ben Salem, 2015).

I1.2.2.2 Les fongicides
IIs sont utilisés pour lutter contre la prolifération des champignons pathogenes. Ils sont

efficaces contre les maladies cryptogamiques qui causent des dommages importants aux

plantes cultivées (Ben Salem, 2015).

I1.2.2.3 Les herbicides
IIs éliminent les mauvaises herbes. Ce sont les phénoxydes, les triazines, les amides,

les dinitro-anilines dérivées de l'urée, les sulfonylurées et les uraciles. On distingue
notamment : Les acaricides (contre les acariens) ; Nématicides (toxiques pour les vers du
groupe des nématodes) ; Rodenticides (contre les rongeurs); Molluscicides (contre les
mollusques tels que les limaces et les escargots) ; Corvicides et corvifuges (contre les

corbeaux et tous les oiseaux nuisibles aux cultures) (Singh et al., 2016).

11 .2.3 Selon la formulation

I1.2.3.1Les formulations séches ou solides
Sont sous forme Poudres mouillables ou solubles dans 1’eau ; granulés a disperser dans

I’eau ; granulés et micro granulés ; microcapsules ; poudres (Bagayogo et al., 2020).
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11.2.3.2 Les formulations mouillées ou liquides

Sont sous forme desolutions concentrées solubles ; concentrés émulsifiable
suspensions liquides concentrées aqueuses et non aqueuses(Bagayogo et al., 2020.).

11.3 Avantages et dangers des pesticides
Les pesticides sont ambivalents. Nous les utilisons car ils apportent de nombreux

bienfaits a I'étre humain, bien qu'ils présentent également des risques pour la santé,

notamment en raison de leur toxicité (Di Cesare, 2018).

Il .3.1 Avantages des pesticides
Les principaux avantages sont les suivants : les bénéfices de l'utilisation des pesticides

qui sont importante pour I'agriculture. Améliorer la productivité .Des avantages considérables
a été tirés de l'utilisation des pesticides dans la foresterie, la santé publique et la sphére

domestique (Di Cesare, 2018).

11 .3.2 Dangers des pesticides
Les dangers des pesticides sont causes par leur propre toxicité. Les effets sont différents en ce

qui concerne les aigus et toxicité chronique (Di Cesare, 2018).
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Chapitre 111 Impacte de Pesticide sur les cyanobactéries

I11.1 Analyse physiologique de cyanobactérie

I11.1.2 Inhibitions de photosynthése de cyanobactérie par le pesticide

La plupart des pesticides agissent sur les organismes photosynthétiques. La majorité
des inhibiteurs de la photosynthése ciblent le photosysteme 11, qui est également présent chez
les cyanobactéries avec quelques différences concernant les pigments capteurs de lumiére. La
mort cellulaire est induite par la photo peroxydation des thylakoides et d'autres lipides des
membranes cellulaires, résultant de la production de radicaux superoxydes(Beaulieu et al.,
2014).

Ces pesticides agissent principalement en bloguant la chaine de transport des électrons
au niveau du photosysteme Il lors de la photosynthese (Sciences & Mer, 2008). Ils se lient au
site de liaison de la plastoquinone (QB) sur la protéine D1. Etant donné que QB ne peut pas
étre réduite par les électrons, ces derniers restent blogués au niveau de QA. Cela entraine une
accumulation d'énergie au niveau du PSII, et si cette énergie n'est pas dissipée par les
mécanismes de protection mentionnés précédemment, elle endommage de maniere importante
les composants cellulaires et entraine la mort.(Chalifour, 2014). En fin, le pesticide qui se
déminer ’activité photosynthétique (Demailly, 2020). Le pesticide peut étre qui produire des
graves sur la photosynthése et la fixation d'azote des cyanobactéries, interférer avec le
comportement membranaire, et inhiber les processus métaboliques des cyanobactéries testées

de maniere synergique, antagoniste, additive, ou de maniére différente (Pandey & Rai, 2002).

I11.2Inhibitions de croissance

Une diminution du taux de croissance a été observée suite a une contamination par le
pesticide (Demailly, 2020). La présence excessive de contaminants (pesticides) entraine une
compétition pour l'absorption des nutriments essentiels nécessaires au fonctionnement
enzymatique, ce qui limite le métabolisme cellulaire et conduit a la mort cellulaire (Rastogi,
2021). Les enzymes font partie des algicides susceptibles produisent des bactéries algicides.
Ces composes peuvent inhiber la croissance des algues de diverses maniéres, telles que la
réduction de l'activité du systeme photosynthétique des cellules algales, inhibant I'expression
de geénes liés a la photosynthése, produisant dommages oxydatifs et inactivation des enzymes

antioxydants, et perturbant le métabolisme normal des ions intracellulaires (Lyu et al., 2022).
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111.3 Analyse biochimique de cyanobactérie

I11 .3.1 Inhibiteurs de la biosynthese d’acides gras

Plus de 58 herbicides agissent en tant qu’inhibiteurs d’acides gras. Ces pesticides inhibent
I’acétyle-COA carboxylase ou bien agissent sur les autres sites essentiels a la synthése des
acides gras trés longs. Le métolachlore est un chloroacetamide qui inhibe la croissance par

I’inhibition de 1’¢longation de C16 et C18 des acides gras a longues chaines.

I11 .3.2 Inhibiteurs de la biosynthése d’acides aminés

Contrairement aux animaux, les plantes doivent synthétiser leurs propres acides aminés.
La biosynthése des acides aminés gras est une cible préférentielle pour les herbicides, car il
n’existe pas de sites équivalents chez les mammiferes. Le glyphosate est un dérivé de glycine
inhibiteur de la synthése d’acides aminés aromatique. Le glyphosate inhibe 1’enzyme 5-
énolpyruvoylishikimate 3- phosphate synthase (EPSPS) qu’on retrouve principalement dans
les plastides, mais aussi dans le cytoplasme. L’accumulation de shikinate-3-phosphate méne
au blocage de la production d’acides aminés aromatiques. L’imazéthapyr est un inhibiteur de
I’acétolactate synthase (ALS). Cet herbicide inhibe la formation d’acides aminés a
branchements (valine, leucine, isoleucine). La surproduction d’EPSP synthase ou la
production d’une forme de 1’enzyme tolérante au glyphosate chez les cyanobactéries pourrait
étre a I’origine de la tolérance de ces organismes au pesticide(Beaulieu, al 2014). Herbicide
(sulfonylurée) qui inhibe la biosynthése des acides aminées essentielles valines et isoleucine ;

Il stoppe donc la division cellulaire et croissance des cyanobactéries (Sciences & Mer, 2008) .
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Chapitre 1V La défense de cyanobactérie contre Les Pesticides

IV.1 Introduction
Le stress oxydatif est une conséquence courante du stress abiotique chez les (plante)

ainsi que chez (les cyanobactéries) causes par la génération d’especes réactives de 1’oxygene
(ROS), agissent comme molécule de signalisation a faible concentration dans le cas dépasse la
capacité de systeme de défense antioxydant. Les lignée commune contre les plante eucaryotes
et les cyanobactéries, est la régulation de systeme glyoxalate (GSH) et du mécanisme de
défense antioxydant ‘enzymatique et non enzymatique’ dans la lutte contre le stress abiotique

chez les cyanobacteérie (Rai et al., 2021).

IV.1.2 Le différent mécanisme de défense
La cyanobactérie qui utilise le systéme glyoxalate (GSH) et le mécanisme de défense

antioxydant pour la détoxification et lutte contre les stress abiotiques (Nguyen-Deroche,
2008). On classé les antioxydants en deux grandes catégories : les antioxydants endogenes

(enzymatiques) et les antioxydants exogénes (non enzymatiques) (hocine & GORINE, 2017).

Tableau 4 : Systéme antioxydant enzymatique et non-enzymatique chez les micro algues et les cyanobactéries
(Nguyen-Deroche, 2008).

Enzymatique Non enzymatique

Type de *Superoxyde dismutases (SOD) *Glutathion

systeme Peroxydases (non-spécifiques) *Acide  ascorbique

antioxydant

*Ascorbate peroxydase (APX) (vitamine C)
*Catalase *a-tocopherol
*Glutathion réductase (GSH réductase) (vitamine E)
Glutathion S-transférase *B-carotene
*Déhydroascorbate  réductase  (DHA (vitamine A)
réductase)

*Monodéhydroascorbate réductase

(MDHA réductase)

IV.1.2.1 Les mécanismes de défense antioxydant
Les espéces de cyanobactéries présentent une adaptation potentielle stratégies contre

les stress oxydatifs principalement par l'activation du systeme de défense antioxydant qui
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comprend l'activation de diverses enzymes (superoxyde dismutase, catalase, glutathion

réductase et ascorbate peroxydase) (Singh et al., 2017).
IV.1.2.1.1 Antioxydant enzymatique

Les cyanobactérie implique a la synthese plusieurs type des enzymes de détoxification
et la défense contre ERO (Chalifour, 2014). Toute qui considére comme ‘antioxydant’ qui
diminué 1’oxydation. Par exemple : synechoccos s.p qui contrait la capacité pour
I’augmentation de [D’activit¢é de ‘antioxydant’ pour résister contre les stress oxydatif

(comme=ERO), qui utilise antioxydant comme : GST / GSX (Y. Zhang et al., 2023).
IV.1.2.1.1.1 Superoxyde dismutase (SOD) :

Les SOD sont la premiére ligne de défense contre les ROS et leur présence peut étre
remarquée dans tous les organismes. Les SOD coordonnant avec des cofacteurs métalliques
spécifiques formes par des complexes protéique homodimeres, qui agissent comme un
catalyseur dans le processus de dissimulation du radical superoxyde en HO et O,(Rai et al.,
2021).

IV.1.2.1.1.2 Catalase (CAT) :

Les catalases appartiennent a la catégorie des enzymes antioxydants bien caractérises
pour la détoxification de I’hydroperoxydes qui clivent la liaison peroxydique dans le peroxyde
I’hydrogéne (H-O-O-H) pour forme O, moléculaire (Rai et al., 2021). au sien par d’autre
facon qui définit la catalase (CAT) qui réduit tres efficacement de (H,O;) au libérant du

dioxygéne et de I’eau (Nguyen-Deroche, 2008).
IV.4.2.1.1.3 Peroxydases (PRXS) :

Les peroxydases appartiennent a la famille omniprésente des enzymes antioxydant .la
premiére cyanobactérie possede des genes codant pour (PRXS) était Synechocystis
Pcc6803.PRX sont plus efficace que les catalases grace que 1’organisme (ARG) conservée au
site actif de tous PRX absence le pka de la cystéine peroxydatique au stabilisant sa forme
thiolate(Rai et al., 2021).

1V.1.2.1.1.4 Protéines de liaison a ’ADN : (DPS)

Ces proteines sont des complexes hexameriques d’environ 15 KDa et Jouent un role

multiple en utilisant divers attribué on distingue : la chélation des métaux en activant leur
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activité peroxydase, la liaison a I’ADN avec une spécification de séquence marginale, la

régulation de 1’expression des génes et la production des cellules contre 1’oxydation (Rai et

al., 2021).

IV.1.2.1.2 Les antioxydants non enzymatiques

1V.1.2.1.2.1 L’ Ascorbate :

L'ascorbate (Asc) ou vitamine C est un composé soluble abondant (10-100 mM chez
les végétaux). Son activité antioxydante peut étre directe (par élimination des especes
réactives de l'oxygéne, ERO) ou indirecte. L'Asc est capable de piéger efficacement les
radicaux superoxydes et I'oxygene singulet. Bien qu'il soit soluble, I'Asc est impliqué dans la
protection des membranes contre la peroxydation lipidique en éliminant les radicaux libres
produits dans le cytosol. En cédant un atome dhydrogene aux radicaux, il s'oxyde en
Monodéhydroascorbate (MDHA), puis en Déhydroascorbate (DHA). L'Asc peut étre régénéré
par des Monodéhydroascorbate réductases (MDHAR) et des Déhydroascorbate réductases
(DHAR) qui utilisent respectivement le NADPH et le GSH comme sources d'électrons. L'Asc
est également capable de réduire I'a-tocophérol afin de régénérer l'activité antioxydante de ce
composé. L'ascorbate joue également un r6le de cofacteur pour l'ascorbate peroxydase, une
enzyme ayant une activité antioxydante qui permet I'élimination du peroxyde d'hydrogene
(Cerveau, 2016).

1V.1.2.1.2.2Ergothionéine (EGT) :

L’ergothionéine est un métabolite de 1’histidine bétoine thiol qui piege les especes
oxydantes autre que les radicaux libres, il y a plusieurs especes de cyanobactérie, telle que
(Pharmidium, Arthrospira maxima, Scytonema, Oscillatorise), produisent de grandes
quantités d’ergothionéine (EGT) qui fonctionne comme un antioxydant et un cytoproducteur

stables (Rai et al., 2021).
1VV.1.2.2.3 Les caroténoides :

Les caroténoides agissent en tant que modulateurs de I'noméostasie membranaire et de
la production de l'appareil photosynthétique pour protéger contre les dommages oxydatifs
induits par le stress abiotique. Ces molécules hydrophobes jouent un réle protecteur en
préservant le PSIl et le PSI des dommages oxydatifs causés par la surexcitation des

phycobilisomes (PBS). On les trouve couramment sous forme de B-carotene et de divers types
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de xanthophylles, qui font partie intégrante de la membrane cytoplasmique et des thylakoides
(Rai etal., 2021).

1IV.1.2.1.2.4 La vitamine E :

La vitamine E ou (a-tocophérol) est un composant important des cellules animales
exclusivement synthétisé par des organismes photosynthétiques dont les cyanobactéries. Qui
donne un rdle de la protection le PSII de la peroxydation lipidique introduite par le stress
abiotiques et des dommages a I’ADN en modelant le piégeage accru des radicaux libres .C’est

accumulé dans les cyanobactéries sous une concentration réduite de nitrate (Rai et al., 2021).

IV.1.2.1.2.5 Les acides aminés le type mycosporine (MAA)

Sont exclusivement impliques dans I’absorption des rayonnements UV-A et UV-B
nocifs et dans la dissipation de fragmentation de 1’énergie excédentaire sous forme de chaleur,
protégeant, ainsi la fragmentation des filaments les membranes cellulaires, I’ADN, les
protéines et d’autres molécules des dommages oxydatifs. Les cyanobactéries sont le principal
producteur de MAAs sous forme de MAA-glycine et MAA- glycosides, ils sont
principalement considérés comme des agents de protection solaire qui protégent les
cyanobactéries des rayonnement UV nocifs ainsi que de la forte intensité des rayonnement
photosynthétiquement actif en éteignant efficacement I’oxygene singlet. De plus les MAAs
comme (Shinorme et porphyra-334) est liés au systeme de défense antioxydant et la régulation
de I’expression de la protéine du choc thermique 70 (Hsp70). Ainsi que leur role dans

I’industrie pharmaceutique (Rai et al., 2021).
IV.1.2.1.2.6 Lascytonémine :

La scytonémine sous forme de pigment de géne extracellulaire soluble dans les lipides
Jaune-brun de masse moléculaire 544 Da dans certaines cyanobactéries terrestres. La
scytonémine est produite lors de I’exposition a une forte lumiére et a des températures
élevées. Le rble phytoprotecteur de la scytonémine a été analysé chez divers lichens
cyanobactéries terrestres ou son accumulation dans la gaine extracellulaire agissent comme un

écran solaire UV protégeant ainsi la partie externe du thalle. De plus ont également
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signale le role potentiel de la scytonémine dans I’amélioration des dommages oxydatifs

lysobacteraestuari sous salinité (Rai et al., 2021).
1V.1.2.1.2.7 Les glutathion :

Le glutathion (GSH) est eégalement un antioxydant soluble trés abondant dans les
cellules. Le statut redox du couple GSH/GSSG est un bon indicateur de Il'environnement
redox des cellules la glutathion réductase maintient ce statut en réduisant le GSSG en GSH le
groupement-SH du GSH peut protéger directement les cellules contre les espéces reactives de
I'oxygéne (ERO) en piégeant les radicaux libres ou en agissant comme un cofacteur pour les
enzymes de détoxication des (ERO) telles que les glutathion peroxydases et les DHAR Le
GSH pourrai tout comme l'acide ascorbique participer au processus de régénération de 1'a-

tocophérol en tant que donneur d'électrons et d'hydrogene (Cerveau, 2016).
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Figure 6 ; Formules développées du glutathion réduit (A) et du glutathion oxydé (B) (Pierre-Alexandre
LALLEMENT, 2014)

IV. 2.2 Voies de la glycoxalase

C’est une efficace de détoxification du (méthylglyoxal) (MG). La voie de la
glyoxalase qui présente dans tous les domaines de la vie, y compris les plantes, les animaux et
les bactéries. (Rai et al., 2021). Le glyoxalase sont considérées comme « protéines essentielles
a la vie » (Kargatov et al., 2018), jouant un rdle physiologique important en modulant les
dommages oxydatifs causes par méthylglyoxal (MG). MG induit un stress oxydatif via la
génération de superoxyde, radicaux libres peroxyde et peroxynitrite et inhibe également les
activités de diverses enzymes cytosolique impliquées dans la défense antioxydante telles que
glutathion S-transférase (GST), et cytosolique ascorbate peroxydase (APX).La voie de la
glyoxalase consiste en deux enzymes, la glyoxalase | (GLY]) et la glyoxalase Il (GLYI) qui
détoxifie un métabolite hautement cytotoxique, le méthylglyoxal (MG), en sa forme non
toxique. Le rble des enzymes glyoxalase a été crucial dans la salinité, la sécheresse et la

tolérance au stress des métaux lourds (Ghosh & Islam, 2016).
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1V.1.2.3 la biodégradation de cyanobactérie
Les différents microorganismes impliqués dans le processus de biodégradation des

pesticides comprennent les bactéries, les champignons et les cyanobactéries. La
biodégradation est une méthode efficace et respectueuse de l'environnement qui consiste a
décomposer les produits chimiques toxiques en composés non toxiques grace a l'action des
microorganismes. Les cyanobactéries sont des organismes prometteurs dans le domaine de la
biodégradation et jouent un réle important dans la dégradation des pesticides (Zakaria et al.
2020).
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Parties Expérimentales Matériels et méthodes

I.1- Organismes expérimentaux et conditions de croissance

1.1.1 Organismes expérimentaux

Les cyanobactéries Spirulina(Arthrospira ou Limnospira)a €té utilisées comme

organismes expérimentaux dans la présente étude.

a) Spirulina

La spiruline, qui fait partie des cyanobactéries, est I'une des plus anciennes formes de
vie "photosynthétique”, originaire de la Terre il y a environ 3,5 milliards dannées. La
spiruline est souvent considérée comme une algue flottante microscopique. En fait, il s'agit
d'une bactérie appartenant a la cyanobactérie filamenteuse du genre Arthrospira, qui est

généralement enroulée en spirale, d'ou son nom commercial.

La spiruline est une algue bleu-vert microscopique d'une longueur moyenne d'environ
250 um. Il se compose de filaments mobiles de 10 & 12 pm de diameétre, non ramifiés et
généralement 6 a 7 enroulés en hélice. Cette forme en spirale ressemble a une petite plume
(Toxicologie et al., 2018).

.
: %%
Y

Figure 5: La morphologie de la spirulina
1.1.2 Incubation et maintien de la culture
Des inocula purs et sains de cyanobactériesSpirulina . A été transférés dans un milieu

de culture frais, milieu de Zarrouk dans le carton ¢ des d’inoculation avec des précautions

spéciales pour maintenir la pureté de la culture.
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1.1.3 Milieu de culture (Zarrouk)

Les cyanobactéries Spirulina a été cultivées dans un milieu culture Zarrouk. Avant
l'autoclavage, le pH du milieu a été ajusté a [8.95-9.05]. Le milieu de culture est composé

comme suit :

Tableau 3: La Composition de Milieux Zarrouk dans 1L d’eau Ultra pure

Compositions Quantités (g/l)
NaHCO3 16.8
K2HPO4 0.5
NaNos 2.5
K2S04 1
NaCl 1
MgS04 0.2
CaClz 0.04
FeSO4 0.01
EDTA 0.08
Solution 5 1
Solution 6 1

1.1.4 Verrerie et produits chimiques

1.1.4 .1 Autoclave
Les milieux de culture ont été stérilisés (processus de stérilisation humide) dans un

autoclave. Le milieu de croissance a été préparé dans des flacons, bouchés avec du coton et,
aprés avoir eté correctement enveloppés avec du papier, les flacons ont été stérilises a une
pression de 15 Ib inch-2 et a une température de 121 °C pendant 15 minutes. Avant
l'autoclavage, la quantité souhaitée de milieu a été versée dans une verrerie de taille

appropriée, correctement bouchée avec du coton.

1.1-5 Expression de dépistage
Pour la sélection des doses de pesticide, ¢’est-t-a-dire fongicide plusieurs montages de

criblage ont été prévus. Des cyanobactéries cultivées en phase logarithmique ont été utilisées
pour le traitement de 30 ug/l fongicide Belt (BLT) sur la base de EC 10 et EC 30 ont été

sélectionnées aprés 96h de traitement, respectivement, pour spirulina.

1.1.6 Conception de traitement
Les cultures SpirulinaPlatensis de la phase exponentielle précoce ont été récoltés par

centrifugation a 3500 g pendant 10 min et lavés deux fois avec de I'eau distillée, puis les
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culots ont été remis en suspension dans des milieux de culture respectifs contenant 10 mg/I,
15 mg/l, 20 mg/l, 25 mg/l, 30 mg/l concentrations de pesticides additionnés BLT. Il y avait
dix répetitions (n = 10) pour chaque traitement et tous les parametres ont été analyses apres 96
h d'expérience en prélevant des volumes définis de cultures. Le dispositif expérimental est

présenté sous forme d'organigramme.

1.2. Mesures de croissance
La croissance de cyanobactérie a été enregistrée en mesurant l'absorbance de la

suspension cellulaire a 618 nm aprés 96 heures d'expérience, en utilisant le spectrophotometre

UV-Visible. La concentration initiale de la culture a été fixée a 0,624.

1.3. Pigment photosynthétique

1.3.1 Estimation de la chlorophylle a et des caroténoides
Pour I'extraction de la chlorophylle a et des caroténoides, un volume de 5 ml de

chaque échantillon test a été centrifugé et les culots ont été mis en suspension dans 0,5 ml de
méthanol a 100 %. Aprés une incubation d'une nuit & 4 °C, la suspension a été maintenue a 3
ml en ajoutant 2,5 ml de méthanol & 100 %, centrifugée et référencée pour estimer la quantité
de chlorophylle a et de caroténoides par les méthodes de Porra et al.(1989). Respectivement.
A 665 nm pour la chlorophylle a et a 450 nm pour les caroténoides, I'absorbance du pigment
extrait a été estimée a l'aide d'un spectrophotometre UV-Visible Double beam-1700. La
quantité de chlorophylle a a été calculée a l'aide de la formule 12,5xA665 et exprimée en (ug
chlorophylle a mg-1 poids sec). Pour la quantification des caroténoides, la formule était

5%A450 et la quantité de caroténoides a été exprimée en (pg caroténoides mg-1 poids sec).
I.4. Espéces reactives de I'oxygene (ERO)

|.4.1 Estimation d’hydrogéne peroxyde (H202)

a) Estimation in vitro
L'accumulation in vitro de peroxyde d'hydrogéne dans les cellules cyanobactériennes

témoins et traitées a été estimée en suivant la méthode de Velikova et al. (2000).

Réactifs

Acide trichloracétique (TCA) : 00,1 % (p/v)
Tampon de phosphate de potassium (pH 7,0) : 10 mM

lodure de potassium : 01 M
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Procédure

Les cellules cyanobactériennes témoins et traitées ont été récoltées et centrifugées a
6000 g pendant 10 minutes, puis les culots obtenus ont été homogénéisés dans du TCA a 0,1
% (p/v). L'nomogénat a eteé centrifugé a 8000 g pendant 15 minutes, puis le surnageant a été
utilisé pour l'estimation de H,O,. Le mélange réactionnel était composé de Matériels et
Méthodes 42 du surnageant, d'un tampon de phosphate de potassium 10 mM (pH 7,0) et
d'iodure de potassium 1 M. L'absorbance de la solution a été lue a 390 nm par
spectrophotométrie. La concentration de peroxyde d’hydrogéne dans chaque échantillon a été
calculée a partir d'une courbe standard préparée avec une solution de H,0, graduée. La valeur

de H,0, a été exprimée en (nmol mg™ poids sec).

I.5. Indices des dommages oxydatifs

1.5.1 Estimation MDA
Estimation de la peroxydation des lipides (formation d'équivalents MDA). La

peroxydation des lipides dans les cellules cyanobactériennes traitées et non traitées a été
déterminée en termes de teneur en équivalents de malondialdéhyde (teneur en équivalents de
MDA), qui se forme par l'oxydation des acides gras insaturés et un produit connu sous le nom
de métabolite réactif de I'acide 2-thiobarbiturique (TBA) a été produit. La concentration en
MDA a été estimée selon la méthode de Heath et Packer (1968).

Réactifs

Tampon phosphate (pH 7,0) : 50 Mm

Acide 2-thiobarbiturique (ATB) : 00,5 % (w/v) dans 0,2 N HCI
Acide trichloracétique (TCA) : 20 % (p/v) dans une solution de TBA
Acide trichloracétique (TCA) : 05% (p/v) dans DDW

Procédure

Le volume requis de la suspension cellulaire des différents échantillons testés a éte
récolte par centrifugation et lavé deux fois avec un tampon phosphate 50 mM (pH 7,0). Les
cellules cyanobactériennes ont été homogénéisées dans un mortier avec 5% (p/v) de TCA.
L'homogénat obtenu a été centrifugé a 10 000 g pendant 10 minutes. Le mélange réactionnel
contenait 0,5 ml du surnageant et 2 ml de TCA & 20 % contenant 0,5 % de TBA. Le mélange
a été chauffé a 90 °C pendant 20 minutes, puis refroidi dans un bain de glace avant d'étre
centrifugé. L'absorbance du surnageant a été enregistrée a 532 nm et 600 nm. La valeur de

I'absorption non spécifique de chaque échantillon a 600 nm a été soustraite de I'absorption
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enregistrée a 532 nm. La teneur en équivalents MDA a été calculée en utilisant le coefficient

d'extinction 155 mM™ cm™ et exprimée en (nmol mg™ poids sec)

1.6. Systéme d’antioxydants (A/OX)
Le dosage des antioxydants enzymatiques dans les cellules cyanobactériennes traitées

et non traitées a été effectué apres 96 heures de traitement. Chaque échantillon a été
soigneusement lavé avec de l'eau doublement distillée stérile et le statut des différents

antioxydants dans ces échantillons a été déterminé.

1.6.1 Antioxydants enzymatiques

1.6.1.1 Estimation de I'activité de la catalase (CAT ; EC 1.11.1.6)
L'activité CAT a été déterminée en termes de diminution de l'absorbance due a la

décomposition de H,O, qui a été enregistrée a 240 nm et la quantité a été calculée en utilisant

le coefficient d'extinction de 39,4 mM™ cm™ en suivant la méthode d'Aebi (1984).

Réactifs
Peroxyde d'hydrogéne : 10 mM
Tampon de phosphate de potassium (pH 7,0) : 50 mM
Acide éthylenediamine tétra acétique (EDTA) : 01 mM
Procédure

La suspension cyanobactériennes de différents traitements a été prélevée et apres
centrifugation, les culots ont été lavés deux fois avec de l'eau doublement distillée et
finalement broyés dans 50 mM réfrigérés de tampon phosphate (pH 7,0) contenant 1 mM
d'EDTA ; centrifugés a 20 000 g (en utilisant CPR-30, Remi, Inde) pendant 10 min a 4 °C et
le surnageant a été utilise comme extrait enzymatique. Le melange réactionnel (2 ml)
contenait un tampon de phosphate de potassium 50 mM (pH 7,0) contenant 1 mM d'EDTA,
10 mM de H,0; et l'extrait enzymatique (200 ul). Une unité d'activité enzymatique est définie

comme étant 1 nmol H,O, décomposé min-1.

1.6.1.2 Estimation de I'activité de la peroxydase (POD ; EC 1.11.1.7)
L'activité peroxydase a été déterminée selon la méthode de Gahagan et al. (1968).

Réactifs
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Tampon phosphate (pH 7,0) : 100 mM

Pyrogallol : 100 mM

Peroxyde dhydrogéne (H,O, ; préparé : 025 mM
dans le tampon phosphate pH 7,0

Procédure

Les cellules cyanobactériennes de différents traitements ont été homogénéisées dans 2
ml de tampon phosphate 100 mM (pH 7,0) a 5 °C. L'homogénat a été centrifugé a 10 000 g
pendant 30 minutes. Le surnageant clair a été considéré comme l'enzyme brute. Le mélange
réactionnel a été maintenu jusqu'a 3 ml contenant 1 ml de H,O, 25 mM, 1 ml de pyrogallol
100 mM et 1 ml d'extrait d'enzyme. Aprés un mélange minutieux, l'activité a été contr6lée a

430 nm pendant 3 minutes a des intervalles de temps appropriés.

| .6.1.3Estimation de I'activité de la glutathion-S-transférase (GST ; EC 2.5.1.18)
L'activité de la GST a été évaluée selon la méthode de Habig et al. (1974) en utilisant

le 1-Chloro-2, 4-dinitrobenzene (CDNB) comme substrat.

Réactifs
Tampon de phosphate de potassium (pH 6,3) : 100 mM
1- Chloro - 2, 4 - dinitrobenzene (CDNB) : 000,75 mM
Glutathion (GSH) : 030 mM

Procédure

La suspension cyanobactériennes traitée et non traitée a été récoltée par
centrifugation, puis les culots obtenus ont été homogénéisés dans un tampon de phosphate de
potassium 100 mM (pH 6,3) refroidi, centrifugés a 20 000 g pendant 10 minutes a 4 °C et le
surnageant a été utilisé comme extrait enzymatique. Le dosage enzymatique a été effectué
dans un melange réactionnel de 3 ml contenant 100 mM de tampon phosphate de potassium
(pH 6,3), 0,75 mM de CDNB, 30 mM de glutathion réduit (GSH) et 200 pl d'extrait
enzymatique. L'activité a éte réalisée a 25 °C. L'augmentation de I'absorbance due a la
formation d'un conjugué entre le GSH et le CDNB a été contr6lée a 340 nm. Le mélange
réactionnel sans extrait enzymatique a été utilisé comme blanc. L'activité enzymatique a été
calculée en utilisant un coefficient d'extinction de 9,6 mM-1 cm-1. L'activité enzymatique a

été exprimée en unités, chaque unité représentant 1 nmol de conjugués CDNB formés min-1.
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| .6.1.4 Estimation de I'activité de I'ascorbate peroxydase (APX ; EC 1.11.1.11)
L'activité APX a ete determinée selon la méthode de Nakano et Asada (1981).

Réactifs
Tampon de phosphate de potassium (pH 7,0) : 50 mM
Acide éthylénediamine tétra acetique (EDTA) : 01 mM
Ascorbate réduit : 00,5 mM
Peroxyde d'hydrogene : 00.1 mM

Procédure

La suspension cyanobactériennes a été récoltée a partir de différents échantillons par
centrifugation, lavée deux fois avec de l'eau distillée et les culots obtenus ont été
homogénéisés dans un tampon phosphate 50 mM (pH 7,0) glacé contenant 1 mM d'EDTA et
0,5 mM d'ascorbate réduit, centrifugés a 20 000 g pendant 10 minutes a 4 °C et le surnageant
obtenu a été utilisé comme extrait enzymatique. Mélange réactionnel maintenu jusqu'a 2 ml
contenant 50 mM de tampon de phosphate de potassium (pH 7,0) avec 1 mM d'EDTA, 0,5
mM d'ascorbate réduit, 0,1 mM de H,0; et l'extrait enzymatique (100 ul). L'absorbance de
chaque échantillon a été enregistrée a 290 nm a l'aide du spectrophotométre UV-Visible. La
diminution de l'absorbance est due a I'oxydation de l'ascorbate et I'activité enzymatique a été
calculée en utilisant le coefficient d'extinction 2,8 mM™cm™. Une unité d'activité enzymatique

est définie comme étant 1 nmol d'ascorbate oxydé min™.

1.7. Composants biochimiques

1.7.1 Estimation des protéines
La teneur en protéines a été estimée par la méthode de Lowry et al. (1951). La quantité

de protéines a €té exprimée en protéines (Ug ml™ culture).
Réactifs

NaOH : 1,0 N

Réactif A : 0,2 % de Na,CO3 dans 0,1 N NaOH

Réactif B : 0,5 % CuS0O,45H,0 dans 1,0 % de tartrate de sodium et de potassium
(KNaC4H4OG.4H20)
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Réactif C : 50 ml de réactif C ont été préparés en mélangeant 48 ml de réactif A avec 2 ml de

réactif B. Réactif de Folin-Ciocalteu : 1:2 (v/v dans I'eau distillée)
Procédure

Un volume de 0,5 ml de culture a été mélangé a 0,5 ml de NaOH 1 N et maintenu
dans un bain-marie bouillant pendant 10 minutes. Apres refroidissement du mélange de
culture, 2,5 ml de réactif C ont été ajoutés et le mélange réactionnel a été incubé pendant 15
minutes a température ambiante, puis 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu a été ajouté.
L'intensité de la couleur bleue obtenue a été déterminée par l'absorbance a 650 nm apres 15
minutes d'incubation. La quantité de protéines a été évaluée a l'aide d'une courbe standard

établie avec de I'albumine de sérum bovin (BSA).

1.7.2 Estimation des carbohydrates
L'extraction et l'estimation de la teneur en EPS ont été réalisées selon la méthode de

Sharma et al. (2008).
Réactifs

Isopropanol : 100 HCI : 2M Réactif d'anthrone :
Procédure

Pour l'extraction de carbohydrates cyanobactériennes, 100 ml de cellules
cyanobactériennes traitées et non traitées ont été centrifugees a 3000 g et aprés séparation de
la biomasse décantée, la culture acellulaire contenant carbohydrates a été prélevée. Elle a été
concentrée dix fois par évaporation a 40 °C, lavée avec de l'isopropanol deux ou trois fois
pour éliminer les contaminants et finalement séchée a 37 °C, puis analysée pour l'estimation

du glucose a l'aide du réactif anthrone.

1.7.3 Estimation des lipides
L’extraction des lipides totaux a été réalisée selon Parrish (1999) avec le chloroforme :

méthanol (2:1) comme solvant d'extraction. Des aliquotes (50mL) des cultures ont été
centrifugées a 3000*g pendant 10 min, et le culot résultant a été extrait dans 6 ml de
chloroforme : méthanol (2:1). La concentration en lipides totaux a été déterminée par

gravimétrie et exprimée en en pictogrammes par cellule.
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1.8. Analyse statistique
Toutes les analyses statistiques ont été effectuées dans IBM SPSS 20 a l'aide d'une

analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) avec un test post hoc HSD de la Tukey (pour

comparaison multiple) avec a < 0,05.

33



Partie 111 :
Résultats et Discussion



Partie 111 Résultats et Discussion

Résultats

I.1. Effet sur le comportement de croissance, les composants biochimiques et les
pigments photosynthétiques

I.1.1 Comportement de croissance
L'impact de fongicide BLT (10-30 ug/l) sur la croissance de Arthrospiraplatensisa été

analysé en enregistrant l'altération des parameétres liés a la croissance, c'est-a-dire le poids sec,
l'absorbance a 618 nm et le taux d’inhibition (IR) aprés 96 h de traitements qui a été affiché
dans les figures 1 et 2. Le poids sec des échantillons non traités (témoin) de A platensis s'est
averé étre de 100 % de culture, ce qui a été considérablement diminué par BLT, montrant
ainsi une diminution de et 23.47 %, 29.57 %, 39.90 %, 49.29 %, et 45.54 % chez A platensis
exposée aux TM 10, TM 15, TM 20, TM 25, TM 30 respectivement par rapport au contrbles

(Fig. 1).
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Figure 6: : Effet de pesticide BLT sur l'absorbance et le poids sec d’ Arthrospira platensis aprés 96 h de
traitement.

De plus, ces résultats ont été vérifiés en enregistrant l'absorbance et I’IR dans
Arthrospiraplatensisdans des conditions expérimentales similaires, ce qui a été
considérablement diminué par BLT, montrant ainsi une diminution de et 23.48 %, 29.58 %,
39.91 %, 49.3 %, et 45.54 % chez A platensis exposée aux TM 10, TM 15, TM 20, TM 25,

TM 30, respectivement par rapport au contréles (Fig. 2).
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Figure 7: Effet de pesticide BLT sur le taux d’inhibition d’Arthrospiraplatensis aprés 96 h de traitement.

1.1.2 Pigments photosynthétiques
La figure 10décrit les teneurs en chlorophylle a (Chla) et en (Chlb) dans la

cyanobactérie testée. Les résultats ont révélé que le BLT provoquait une diminution
significative du contenu de Chla de 67.71 %, 29.68 %, 66.72 %, 83.04 % et 84.38 % chez A.
Platensisexposée aux TM 10, TM 15, TM 20, TM 25, TM 30 respectivement par rapport au
contréles (Fig. 10).

=

(&)

o
|

& kK

%

| |

=
o
T

a1
T

Teneur en chlorophyle a (%)

o
|

E O O O o D
O 2 2 N )
QS

Traitements

Figure 8: Effet de pesticide BLT sur la teneur en chlorophylle a d’Arthrospiraplatensis apres 96 h de
traitement.
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Les résultats ont révélé que le BLT provoquait une diminution significative du contenu
de Chl b de 74.41 %, 31.63 %, 67.24 %, 93.70 % et 94.20 % chez A platensis exposée aux
TM 10, TM 15, TM 20, TM 25 et TM 30, respectivement par rapport au contréles (Fig. 4).
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Figure 9 : Effet de pesticide BLT sur la teneur en chlorophylle b d’Arthrospiraplatensis apres 96 h de
traitement.

1.2 Composants biochimiques

1.2.1 Teneur en protéines
Les résultats concernant I'effet du BLT sur la teneur en protéines d’A. Platensisont été

illustrés a la figure 5. Le BLT a significativement réduit la teneur en protéines de 27.51%,
16.45 %, 53.45 %, 63.08 % et 37.95 % chez A platensis exposée aux TM 10, TM 15, TM 20,
TM 25, TM 30, respectivement par rapport au controles (Fig. 5).
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Figure 10: Effet de pesticide BLT sur la teneur en protéine d’Arthrospiraplatensis aprés 96 h de traitement.

1.2.2 Teneur en glucides
Les résultats concernant la teneur en glucides dans la cyanobactérie testée ont été

représentés a la figure 6. Les résultats ont révélé que le BLTdiminuait considérablement la
teneur en glucides de 17.37 %, 45.16 %, 42.49 %, 48.76 % et 48.02 % chez A platensis
exposée aux TM 10, TM 15, TM 20, TM 25, TM 30 respectivement par rapport au contréles
(Fig. 6).
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Figure 11: Effet de pesticide BLT sur la teneur en carbohydrates d’Arthrospiraplatensis aprées 96 h de
traitement.
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1.2.3 Teneur en lipides
L'impact de BLT sur la Teneur en lipides dans la cyanobactérie de test a été représenté

sur la figure 7. Dans la cyanobactérie testé A. Platensis I’accumulation des lipides diminué de
maniére significative de 53.50 %, chez A platensis exposée aux TM 10. Mais pour 1’autre
traitement qui sont augment de maniere non significative de 45.10 %, 59.09 %, 54.54% et
36.01 % chez A platensis exposee aux TM 15, TM 20, TM 25, TM 30 respectivement par
rapport au controles (Fig. 7).
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Figure 12: Effet de pesticide BLT sur la teneur en lipide d’Arthrospiraplatensisapres 96 h de traitement.

1.3. Effet sur les biomarqueurs du stress oxydatif : especes réactives de I'oxygene et
dommages oxydatifs

1.3.1 Peroxyde d'hydrogene (H,O,) : analyse in vitro

La teneur en H,0sin vitro a été analysée dans les deux organismes d'essai et les
résultats ont été présentés a la figure 8. Une augmentation successive de la teneur en H,0,,
c'est-a-dire 24.48 %, 33.19 %, 53.94 %, 54.54 % et 36.01 % chez A platensis exposée aux TM
15, TM 20, TM 25, TM 30 respectivement par rapport au controles a été remarqué apres
I'application de BLT (Fig. 8).
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Figure 13 : Effet de pesticide BLT sur la teneur en H,0, d’Arthrospiraplatensisaprées 96 h de traitement.

1.4. Indices de dommages oxydatifs
1.4.1 Peroxydation lipidique

L’analyse in vitro pour I'évaluation de la peroxydation lipidique en tant que teneur en
équivalents MDA (malondialdéhyde) dans la cyanobactérie testée exposées au stress du BLT
est illustrée a la figure 9. Les résultats suggerent que le BLT a accéléré la formation
déquivalents MDA de 42.74 %, 40.28 %, 39.46 % 42.12 % et 88.54 % chez A.
Platensisexposées aux TM 15, TM 20, TM 25, TM 30 respectivement par rapport au contrdles
(Fig. 9).
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Figure 14: Effet de pesticide BLT sur la teneur en MDA d’Arthrospiraplatensis aprés 96 h de traitement.

1.5. Effet sur le systéme de défense antioxydant
1.5.1 Antioxydants enzymatiques (analyse biochimique)

1.5.1.1 Activité glutathion-S-transférase (GST)

Les résultats concernant lI'analyse biochimique sont montrés sur la figure 10 qui
indiquent que l'activité GST a été sensiblement augmentée de 60.73 %, 28.49 %, 50.51 %,
50.51 % et 62.69 % chez A. platensis exposée aux TM 15, TM 20, TM 25, TM 30

respectivement par rapport au contrdle a été remarqué apres l'application de BLT (Fig. 10).
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Figure 15: Effet de pesticide BLT sur la teneur en GST d’Arthrospiraplatensis apres 96 h de traitement.

1.5.1.2 Activité peroxydase (POD)
Les résultats concernant l'activité POD dans les deux cyanobactéries testées ont été

épinglés sur la figure 11. L'analyse biochimique indique que l'activité POD a été diminuée
de 82.57 %, 74.73 %, 76.70 %, 15.67 % et 54.85 % chez A platensis exposée aux TM 15, TM

20, TM 25, TM 30 respectivement par rapport au contréle a été remarqué apres l'application
de BLT (Fig. 11).
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Figure 16: Effet de pesticide BLT sur la teneur en GST d’Arthrospiraplatensis aprés 96 h de traitement.
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1.5.1.3 Activité catalase (CAT)
L'analyse biochimique révéle que lactivitt CAT a été diminuée chez

Arthrospiraplatensis19.21 %, 16.95 %, 44.06 %, 37.85 % et 18.64 % sous stress BLT chez A
platensis exposée aux TM 15, TM 20, TM 25, TM 30 respectivement par rapport au controle
a été remarqué apres l'application de BLT (Fig. 12).
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Figure 17: Effet de pesticide BLT sur la teneur en CAT d’Arthrospiraplatensisaprés 96 h de traitement.

1.5.1.4 Activité ascorbate peroxydase (APX)
Les données relatives a l'activité enzymatique APX sont présentées dans le figure 12

Les résultats suggérent que sous I'exposition au BLT, l'activité APX a diminué de 52.53 %,
58.69 %, 53.62 %, 13.40 % et 34.78 % chez A platensis exposée aux TM 15, TM 20, TM 25,

TM 30 respectivement par rapport au contréle a été remarqué apreés l'application de BLT (Fig.
12).
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Figure 18: Effet de pesticide BLT sur la teneur en APX d’Arthrospiraplatensisaprés 96 h de traitement.
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Il y a plusieurs implications pour I’environnement aquatique, car des niveaux plus

élevée des molécules toxiques peuvent modifies la concentration de substrat organique
produits par les cyanobactéries. Plus encore, de faible concentration de substrats organiques
peuvent avoir des effets sur la chaine alimentaire aquatique, en fonction de la réponse de la
souche, en raison des changements potentiels dans la quantité et la des biomolécules telles que

(les lipides, les protéines, et les vitamines produits...), par cyanobactéries (Yisa et al., 2021).

Dans la présente étude, la teneur en poids sec est diminuée significativement avec
I’augmentation de la concentration de la BLT. Le taux de croissance spécifique des cultures
traitées au BLT a également montré un effet toxique. D'autres molécule comme 1’antibiotique
(MOX, la protopine, CBZ) sont également signalés comme inhibiteurs de croissance chez les
cyanobactéries, par ce que I’'MOX qui contient un effet sur PSII, ont prouvé que 1’ajout de
MOX empéchait le transport d’électrons au-dela de Q chez C. sorakiniana(Z. Li et al., 2023).
et pour la protopinequi intégrité des cellules de M. aeruginosa a été détruite, les membranes
cellulaires ont été endommagées et la croissance cellulaire a été fortement inhibée, ce qui
indique que la protopine a exercé un effet inhibiteur significatif sur M. aeruginosa TY001
(Wang et al., 2021). et pour CBZ qui donne un effet d’ inhibition sur le C. vulgaris
immobilisé (Liang et al., 2022).

Ce phénomene est cause par les mécanismes selon lesquels les microalgues utilisent
des nutriments pour produire des protéines, des lipides, des polysaccharides et des acides
nucléiques afin de développer la biomasse. Ils ont besoin de convertir I'énergie lumineuse en
biomasse par la photosynthese, la respiration et le cycle de Calvin et de la stocker dans des

cellules pour la croissance (Liang et al., 2022).

Zhou et al (2021) sont montrés qu’OXY et SMZ affectent la croissance de M.
aeruginosa et C. microsphaera dans une relation dose-réponse caractérisee par une
stimulation a faible dose et une inhibition a forte dose. Les caractéristiques physiologiques
des deux especes ont été significativement affectées par des concentrations élevées d'OXY et
de SMZ. Avec de faibles concentrations d'OXY et de SMZ, tous les indicateurs
physiologiques déterminés dans cette étude, y compris l'activité photosynthétique, l'activité
SOD, la peroxydation lipidique et la teneur en protéines, étaient relativement stables.
Cependant, I'exposition a des concentrations élevées d'OXY et de SMZ a significativement
diminué l'activité photosynthétique et augmenté l'activité SOD, la peroxydation lipidique et la

teneur en protéines. La microscopie électronique a balayage et la mesure de la teneur en MDA
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et en protéines indiquent que I'OXY peut détruire la structure des membranes cellulaires
(Zhou et al., 2021).

D’autre étude qui démontre que le STM qui inhiber la croissance des microalgues par
ce qui peut étre causée sur accumulation d’especes réactives de 1’oxygene (ERO), la
croissance inhibée des microalgues par ces polluants toxiques peut étre causée par la
suraccumulation d'espéces réactives de l'oxygéne (ERO) car ces radicaux libres sont

hautement oxydants pour endommager les composants et les structures cellulaires.

Les contaminants organiques peuvent perturber les processus métaboliques cellulaires
clés tels que le métabolisme énergétique, les activités photosynthétiques et la synthése des
métabolites secondaires, ce qui a finalement entrainé une diminution de la production de
biomasse (Qi et al., 2022).

Les pigments sont extrémement présents dans les organismes photosynthétiques et
jouent un role essentiel dans la photosynthése, la conversion de I'énergie lumineuse en énergie
chimique et le soutien de l'activité physiologique des cellules. les pigments, tels que la
chlorophylle a, la chlorophylle b, servent également de protecteurs en éliminant les ERO qui

perturbent la croissance normale des cellules (Y. Zhang et al., 2023).

Le chlorophylle est une des pigment photosynthétique importent chez les algues qui
sont impliqué dans un série de réaction photosynthétique cruciales telles que la récolte de
lumiére , I’absorption d’énergie et la conversion d’énergie (Wan et al., 2021). Dans cette
étude, le BLT a montré une réduction significative des pigments photosynthétiques

cyanobactériens (chlorophylle a et b) avec une concentration croissante de BLT.

Dans d’autre étude par Mao et al. (2021) qui observée 1’augmentation de la Chlb chez microalgues
Chlorellapyrenoidosa, servant d'antioxydants, augmenterait la capacité antioxydante des cellules et
contribuent ainsi a la diminution de dommages oxydatifs. Donc, l'augmentation d’activités
photosynthétiques, qui étaient causé par le niveau d'expression élevé de psbA et une synthese

améliorée de Chl-b, augmenterait les réserves d'énergie cellulaire (Mao et al., 2021).

D’autres recherches parDong et al.(2020) démontré que le sulfamethoxazole a montré
un effet significatif sur le contenu de chlorophylle a et b chez Chlorella vulgaris , la
diminution de la concentration de chlorophylle a et b signifiait la voie de la photosynthese
était bloguée et que énergie disponible pour a métabolisme diminuait (Dong et al., 2020).

D'autre molécule comme (la protopine) affectent également les pigments photosynthétiques
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des cyanobactéries. pour la protopine diminue la capacité de photo-oxydation de M.
aeruginosa TY001 (Wang, 2021, Song et al., 2023).

Les protéines sont des composants importants des biomolécules et des catalyseurs
dans les réactions biochimiques, et elles sont utilisées comme indicateur des changements
dans le métabolisme des microalgues(Zhou et al., 2021).Dans cette étude la teneur en
protéines a montré un décroissant avec l'augmentation de la concentration de BLT, le stress de
BLT pourrait étre due I'impact direct sur la biosynthése des protéines dans la cellule de

cyanobactéries.

des études par Yisa et al ( 2021) et (Jiang et al., 2022) démontrés que l'augmentation
de la teneur en protéines de cyanobactéries telles que Spirulina platensis-S5 et Anabaenasp. a
une teneur élevée en proline en cas de stress xénobiotique (Yisa et al., 2021,Jiang et al.,
2022). d’autre étude par (Zhou et al., 2021) suggere que les membranes cellulaires ont été
endommagées dans cette étude en raison de l'inhibition de la synthese des protéines
bactériennes par I'OXY en se combinant avec la sous-unité ribosomale 30S pour empécher
I'association entre I'aminoacyl-ARNL et le ribosome bactérien (Zhou et al., 2021). un étude par
Sudarshan et al, (2022) et Moorthy et al .,(2022) démontrer qu’une augmentation significative
du pourcentage d'inhibition des protéines a été observée avec une augmentation des
concentrations de colorants (Sudarshan et al., 2022); Moorthy et al., 2022).De plus, Li et al ,
(2019) démontre que la formation et la concentration d’azote a veine un effets important sur

teneur en protéines des microalgues (X. Li et al., 2019).

Les cyanobactéries peuvent synthétiser et accumuler des lipides supplémentaires en
réponse adaptative a des facteurs de stress exogénes (Shahid et al., 2021).Dans notre étude la
teneur en lipide révélé une augmentation non significative avec 1’augmentation de
concentration de BLT.Sharma et al (2023) démontré que la teneur en lipides de C.
sorokiniana a été augmentée en présence de DFS, par rapport au témoin. L'effet positif de la
DSF sur l'accumulation de lipides pourrait étre di aux changements dans les activités
enzymatiques connexes pour améliorer la production de lipides, Une légere réduction des
lipides a des doses plus élevées (100 mgL-1) de DFS pourrait étre attribuée a une dégradation
partielle de lintégrité des cellules de microalgues aux niveaux toxiques des produits
pharmaceutiques, bloquant ainsi la biosynthése des lipides (Sharma et al., 2023).

D’autre étude par Fang et al. (2023) qui montre que 1’augmentation le teneur en lipide
dans le cas présence les antibiotiques cible, par ce que la fructose-bisphosphate aldolase

(FBA) catalyse la conversion du fructose 1-6-diphosphate (FBP) en glycéraldehyde 3-

47



Discussion

phosphate (GAP) lors de la glycolyse et la conversion du GAP en FBP dans le cycle de
Calvin. La régulation a la hausse du FBA s'est avérée réguler le flux de carbone vers
I'inhibition de la synthese de I'amidon et l'activation de la glycolyse, ce qui a par conséquent
augmenté la teneur en lipides de Chlamydomonas reinhardtti en favorisant la synthese des
acides gras et la conversion de I'amidon en lipides. La régulation a la baisse de la FBA facilite
la synthese des lipides en favorisant I'accumulation de GAP dans le cycle de Calvin, qui est
un précurseur important de la synthése des triglycérides dans Chlorellapyrenoidosa. Par
conséquent, la régulation a la hausse et a la baisse de la FBA pourrait entrainer une
augmentation de la teneur en lipides des microalgues (Fang et al., 2023).

Les glucides peuvent étre trouvés dans de nombreuses sources naturelles, ce sont
des biopolymeéres naturels abondants, de haut poids moléculaire, avec structures complexes et
plusieurs propriétés physico-chimique. De nombreuses especes de microalgues ont suscrite le
glucide (Caetano et al., 2022). Les résultats de la présente étude ont montré une diminution de
la teneur en glucides dans la concentration de BLT par rapport au controle. D’autre étude par
Acide et al, (2021) ont montré que I’application d’imidaclopride et de phosalone a montré une
augmentation de la teneur en glucide solubles dans les plantules de pistache, aussi,
Homayoonzadeh al. en rapporté une augmentation du niveau des glucides solubles totaux
dans les plants concombre en réponse a I’imidaclopride et au dichlovos a la dose

recommandée (Gomes et al., 2022, Acids et al., 2021).

La superflus des ERO entraineraient des dommages de peroxydation lipidique dans la
membrane cellulaire avec les sous-produits de la génération de MDA (Song et al., 2023). La
formation de MDA est lI'un des derniers produits de décomposition des polymeres lipidiques
et des hydroperoxydes primaires. L'accumulation de MDA peut indiquer des dommages a la
membrane lipidique et aux cellules (Gana et al., 2023). Dans la présence étude démontré
qu’une augmentation du continue de MDA avec l'augmentation Dans la présence de la
concentration de BLT induisait un stress oxydatif. L’étude de Han et al (2021) démontré que
la concentration de MDA a changé de maniére significative dans différents macrophytes
submergés. La tendance au changement de la teneur en MDA de M. aeruginosa était a peu
pres la méme que celle des chercheurs précédents. Le changement rapide de la teneur en
MDA était principalement dd a l'invasion d'acides polyinsaturés dans la membrane cellulaire
par des radicaux libres, ce qui a conduit au fort stress oxydatif de M. aeruginosa et a

l'augmentation rapide de la teneur en MDA.
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(J. Li et al.,, 2022) démontre que le stress antioxydant causé par l'exposition a
I'érythromycine induisait une augmentation de la teneur en MDA, la peroxydation lipidique
diminuait la teneur en chlorophylle en raison de I'inhibition de la synthése de la chlorophylle
effectuée sur la membrane thylakoide, et ainsi la croissance des cellules de microalgues
dépendantes de la photosynthése était inhibée (J. Li et al., 2022).

Les enzymes antioxydants et d'autres antioxydants jouent un réle important en tant
que systeme de défense a l'intérieur des cellules d'algues contre les dommages oxydatifs
résultant des radicaux libres (Ismaiel et al., 2014). La peroxydase (POD) peut piéger H,O; et
est impliquée dans la biosynthése des composants de la paroi cellulaire et la lignification, ce
enzyme antioxydant jouent un rdle essentiel dans la protection des cellules de microalgues
contre les forts stress oxydatifs (Qi et al., 2022). Dans la présence étude démontré qu’une

diminution du continue de POD avec l'augmentation de la concentration de BLT.

CAT peut catalyser le peroxyde d'hydrogene pour genérer de l'oxygeéne et de l'eau
(Cao et al., 2023). CAT c’est une des enzymes clés du systéme de défense biologique, qui
peut protéger les cellules de la toxicité de H,O, (Lyu et al., 2022). Dans cette étude la teneur
en CAT a montré un décroissant avec l'augmentation de la concentration de BLT.D’ autre
étude par Li et al. (2023) demontré que les effets de la concentration d'exposition aux
antibiotiques et de la pression de prédation sur les activités anti oxydases de P. jenningsi. Les
résultats de l'activité du CAT ont montré que la concentration d'exposition des antibiotiques
étudiés (y compris NFZ et ERS) ou la pression de prédation amélioraient l'activité du CAT de
P. jenningsi(J. Li et al., 2023).

Une étude par wu et al. (2022) a démontré que le stress de la carbamazépine a
augmenté¢ les niveaux d’ERO dans la cellule et I’activé le systéme enzymatique antioxydant.
Cependant, une concentration trop €élevée de carbamazépine inhiberait lI'activité de CAT en
raison de dommage aux organite cellulaire causé par une accumulation excessive de ERO
(Wu et al., 2022).

Dans d’autre étude par Wang. (2021) démontré que 1 jour apres le traitement a la
protopine des algues, les activités des enzymes antioxydants (POD et CAT) ont été
significativement augmentées, indiquant que la protopine provoquait un stress oxydatif chez
M. aeruginosa TY001, déclenchant une réaction défensive dans les cellules d'algues. Il s'agit
d'une stratégie adaptative des algues pour résister aux mauvaises conditions
environnementales. Cependant, aprés 3 et 5 jours de traitement par protopine, les niveaux des

trois enzymes antioxydants ont diminué de maniere significative, indiquant que I'exposition a
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la protopine avait endommagé le systéme enzymatique antioxydant, perturbant I'équilibre
cellulaire et affectant la croissance cellulaire avec l'augmentation de la durée du traitement
(Wang et al., 2021).

L’APX utilise I’acrobate comme donner d’électron spécifique pour réduire le H,O, en
eau avec la génération concomitante de monodéhydroascorbateun oxydant univalent de
I’ascorbate(Ahmed et al., 2023). Dans cette étude la teneur en APX a montré un décroissant
avec l'augmentation de la concentration de fongicide. Dans d’autre étude par Ma et al. (2022)
indiquent clairement que I’AMX induit la production de ERO et que I’APX est important
pour éviter I’accumulation de H,O; et les dommages oxydatifs associés (y compris les effets
néfastes sur la photosynthése rapport FV/FM inférieur) chez les plantes qui y sont exposées
(Maetal., 2022).

Les glutathion-S-transférases (GST) sont souvent associés a des mécanismes de
défense antioxydants et a la biotransformation (Esterhuizen et al., 2022). et le r6le importent
de GST fonctionne dans la détoxification de xénobiotique (Yisa et al., 2021). Dans la présente
recherche la teneur en GST augmente de manier non significative pour tous les concentrations
de BLT. contrairement a I’étude de (Yisa et al., 2021) démontré que les activités plus élevées
de GST trouvées dans les cyanobactéries M. aeruginosa exposées au CPX aient été plus
¢levées que celles des groupe témoins. L’activité de GST n’a pas suivi une relation linéaire
avec I’augmentation de la concentration du médicament dans M. aeruginosa.Cependant , la
GST était impliquée dans la détoxification des antibiotique pendant la période d’exposition
(Yisa et al., 2021). De méme, la GST peut catalyser la conjugaison GSH, qui détoxifie
directement les xénobiotiques avec des groupes électrophiles posant que l'activité du GSH a

diminué chezSynechococcussp(Y. Zhang et al., 2023).
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Conclusion

On peut conclure que, la croissance, la teneur en pigments photosynthétiques, la
réponse antioxydant et la composition biochimique de Spirulinaplatensis sont influencées par
le fongicide BLT. La présence de BLT dans I'environnement aquatique constitue une grave
menace écologique car le pesticide peut entrainer la modification de la structure et de la
dynamique des communautés phytoplanctoniques—compte tenu des changements dans la
croissance des souches étudiées. Aussi, S. platensis. Sont probablement plus tolérants a la
présence de pesticides a large spectre comme le BLT dans I'environnement aquatique.Les
travaux futurs devraient viser a affiner notre compréhension des effets de pesticide sur A.
platensis dans des conditions optimisées et a élargir la recherche pour explorer les
mécanismes de bioremédiation et de tolérance au stress. Ces efforts contribueront aux progres
dans les domaines des sciences de I'environnement et de la biologie des cyanobactéries,

ouvrant la voie a des approches plus efficaces et durables de la gestion de lI'environnement.
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